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(54) Title: USE OF A PHENOTrflAZINE DERIVATIVE FOR PREVENTING AND/OR TREATING HEARING LOSS 

(54) Titre : UTILISATION D'UN DERIVE Dl: LA PHENOTHI AZINE POUR LA PREVENTION ET/OU Llv TRAITHMENT 
DE LA PERTH D' AUDITION 

(57) Abstract: The invention concerns 
the use of a phenuthiaxine derivative 
of formula (I), wherein: R represents 
ihe hydrogen atom, an alkyl radical, 
arylalkyl, or C(G)R'. for preparing :> 
medicine for preventing and/or treating 
hearing Joss. 
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(I) 



(57) Abrcge : La presenlc invention 
conccrnc I'ulilisation d'un derive dc la 
phenothiazine dc fonnule : (I) dans 

Jaquellc R represent I'aiomc d hydrogene, un radical alkyle, arylalkylc, ou -C(0)R\ pour la preparation d'un medicament destine a 
prcvenir ct/ou traitcr la pcrtc d 'audition. 
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UTILISATION D'UN DERIVE DE LA PHENOTHIAZ INE POUR LA PREVENTION ET/OU LE 
TRAITEMENT DE LA PERTE D' AUDITION 



La presente invention concerne l'utilisation d'un derive de la phenothiazine presentant 
une activite inhibitrice des calpaines et une activite piegeuse des formes reactives de 
l'oxygene (ROS pour "reactive oxygen species") pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. L'invention concerne egalement un 
produit comprenant au moins un tel compose et une composition pharmaceutique le 
contenant. 

Parmi les nombreuses causes de la perte d'audition, on peut notamment citer les 
maladies telles que meningite ou otite, les causes d'ordre genetique, les biessures, les 
tumeurs, les drogues, l'admiuistration de medicaments tels que certains antibiotiques, 
anticancereux, agents anti-inflammatoires non steroYdiens, diuretiques, ulcdreux ou 
anticonvulsivants, l'exposition prolongee aux solvants organiques aromatiques tels que 
toluene ou xylene, le vieillissement et l'exposition au bruit. La presbyacousie (surdite 
liee au vieillissement), l'exposition prolongee au bruit et I'administration de 
medicaments sont les principals causes de la perte d'audition. 

11 est aujourd'hui reconnu que certains antibiotiques de la famille des aminoglycosides, 
comme la gentamycine et la tobramycine, qui sont utilises dans le traitement de graves 
infections sont responsables de la surdite cochleaire. La toxicite aux aminosides 
(aminoglycosides tels que Tamikacine, la dibekacine, la gentamicine, l'isepamicine, la 
netilmicine, la spectinomycine, la tobramycine) se manifeste tout d'abord par une 
atteinte de l'audition sur les hautes frequences et n'est pas reconnue d'emblee par le 
patient. Ce n'est que progressivement que celui-ci se trouvera gene. Elle est 
malheureusement souvent irreversible. 

Le bruit qui nous entoure abaisse notre audition. La perte d'audition due au bruit se 
produit lorsque les cellules cili6es qui transmettent le son vers l'oreille interne sont 
endonuuagees et ne peuvent plus ordomier au nerf auditif d'envoyer des impulsions 
61ectriques vers le cerveau. 

L'intensite du son et la duree d'exposition sont les deux principaux factcurs influen9ant 
la perte d'audition. Bien que la reaction a l'exposition au bruit varie d'une personne a 
[•autre, quelques faits peuvent etre rapportes avec certitude. Des recherches ont 
demontr^ que l'exposition prolong6e a 85 decibels (dB) ou plus provoquera, au fil du 
temps, une perte d'audition permanente. 
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Les statistiques Europeennes et Nord-Americaines montrent que 8 a 10% dc la 
population est atteinte de pathologies de la cochtee (surdity, acouphenes). Compte tenu 
des niveaux sonores 6mis dans les discotheques, concerts techno et autres baladeurs, 
toute une generation de sourds ou d'acoupheniques est en train de se constituer. Ainsi les 
problemes lies a Tage (presbyacousie) qui debutent aujourd'hui vers 60 ans, pourraient 
debuter bien plus tot, c'est-a-dire vers 35-40 ans. 

Le probleme des pathologies auditives est qu'elles resultent en grande majorite de la 
perte des cellules sensorielles et nerveuses de Toreille interne (ou cochiee). Et ces 
cellules, au-dela d'une phase de developpement pour l'essentiel intra-ulerine;, n'ont pas la 
capacite de se renouveler apres leur dernier stade de differentiation. 

La perte progressive du capital sensitif et nerveux de l'oreille lice a differentes 
pathologies cochleaires semble, encore aujourd'hui, hors de port6e de tout traitement. 

L'invention a done pour objet l'utilisation d'un derive h6terocyclique repondant a la 
formule (I) 




(I) 



sous 



forme de diastereoisomeres ou toutes combinaisons de ces formes, 



dans laqiielle R repr6sente l'atome d'hydrog^ne, un radical (C r C 6 )alkyle, arylalkyle ou 
-C(0)R' dans lequel R* represente un radical heterocycloalkyie, (C|-C 6 )alkyle, aryie ou 
arallcyle ; 

les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyie etant eventuellement substitues par 
un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi : (C r C 6 )alkyle, 
hydroxy, (C r C 6 )aUcoxy, nitro, cyano, halogene ou-NR)R 2 ; 

R, et R 2 represented, independamment, un atome d'hydrogene ou un radical 
(C r C 6 )alkyle, ou bien Ri et R 2 forment ensemble avec l'atome d'azote auquel ils 
sont rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 



pour 



la preparation d'un medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 
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Dans la presente demande, il faut comprendre par "traumatisme" un ensemble de lesions 
locales interessant les tissus et les organes, provoque par un agent exterieur. Dans le cas 
d'un traumatisme acoustique, l'agent extcrieur est principaleraent le bruit. 

Par (C|-C6)alkyle, on entend un radical alkyle Hn6aire ou rami fie complant de 1 a 
6 atomes de carbone comnie. par exemple, les radicaux methyle, ethyie, propyle ; 
isopropyle, butyle, isobutyle, sec-butyle et tert-butyle, pentyle, neopentylc, isopentylc : 
hexyle, isohexyle. Les radicaux (Ci-C 6 )alkoxy peuvent corresponds aux radicaux alkyle 
indiques ci-dessus comnie par exemple les radicaux methoxy, ethoxy, propyloxy ou 
isopropyloxy mais egalement butoxy lineaire, secondaire ou tertiaire. Les radicaux 
alkylcarbonyle peuvent coiTespondre aux radicaux alkyle indiques ci-dessus comme par 
exemple les radicaux methylcarbotiyl, ethylcarbonyL propylcarbonyl. Par halogene, on 
entend les atomes de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 

Par aryle, on entend un systeme carbocyclique ou heterocyclique comprenant au moins 
un cycle aromatique, un systeme etant dit heterocyclique lorsque Tun au moins des 
cycles qui le composent comporte un heteroatome (O, N ou S). Comme exemple de 
radical aryle carbocyclique, on peut citer ph&iyle ou naphtyle. Comme exemple de 
radical aryle heterocyclique (ou heteroaryle), on peut citer thienyle, furyle, pyrrolyle, 
imidazolyle, pyrazolyle, isothiazolyle, thiazolyle, isoxazolyle, oxazolyie, pyridylc, 
pyrazinyle, pyrimidyle, benzothienyle, benzofuryle et indolyle. 

Le terme h6t6rocycle (ou h6t6rocycloalkyle), represente de preference un heterocycle 
mono ou bicyclique, sature ou insature, comportant de 1 a 5 heteroatomes choisis panni 
O, S et N. L'atome d'azote peut eventuellement etre substitue par un radical choisi 
parmi : alkyle, aryle, aralkyle et alkylcarbonyle. Comme exemple d'heterocycle sature, 
on peut citer: t&rahydrofuranne, tetrahydropyranne, oxetane, oxepane, 
tetrahydrothioph£ne, t^trahydrothiopyranne, thi6tane : pyrrolidine, pipSridine, azetidine, 
1 ,3-dioxanne, 1 ,3-dioxolanne, 1 ,3-dithiolanne, 1,3-dithianne, 1 ,3-oxathiolanne, 
1,3-oxazolidine, 1,3-imidazolidine ou 1,3-thiazolidine. Comme exemple d'heterocycle 
insatur6, on peut citer : dihydrothioph6ne, dihydrofurane, dihydropyrrole, 
dihydroimidazole, dihydropyrazole, dihydropyridine, indoline. 

Les radicaux arylallcyles (ou aralkyles) designent les radicaux dans lesquels 
respectivement les radicaux aryle et alkyle sont tels que definis ci-dessus comme par 
exemple benzyle, phenethyle ou naphtylmethyle. 

Dans le cas du radical de formule -NRiR 2 ou Ri et R 2 forment ensemble avec Fatome 
d'azote auquel ils sont rattaches un heterocycle eventuellement substitue, l'heterocycle 
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est de preference sature et comprend de 4 a 7 chainons et de 1 a 3 het£roatomes incluanl 
l'atome d'azote deja present, les heteroatomes supplementaires etant choisis 
independamment dans le groupe constitue des atomes O, N et S. Ledit heterocycle peut 
etre, par exemple, le cycle az£tidine, pyrrolidine, piperidine, piperazine, morpholiiie ou 
thiomorpholine. Ledit heterocycle peut etre substitue par un ou plusieurs substituants 
identiques ou differents choisis parmi le groupe hydroxy, un radical alkyie, aryle, 
arallcyle ou alkoxy ou un atome d'halogene. 

L'invention a plus particulierement pour objet une utilisation telle que defmie ci-dessus, 
caracteris6e en ce que R represente -C(0)R' et de preference R' represente un radical 
alkyie. 

De maniere tres preferentielle, le compost (I) est caracterisS en ce que R represente 
-C(0)-CH 3 . Ce dernier compose sera appele par la suite compose (1). 

L'invention a plus particulierement pour objet egalement une utilisation telle que defmie 
ci-dessus, caracterisee en ce que R represente l'hydrogene. 

De maniere tres preferentielle egalement, le compose (I) tel que defmi ci-dessus a pour 
formule 




(Ia) 



et plus particulierement Tune des formules suivantes 





(U0 




(1A2) 



De manure tres preferentielle egalement, le compose (I) tel que defmi ci-dessus a pour 
formule 
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(Ib) 



et plus particulierement l'une des formules suivantes 




(1b i) 




(1B2) 



Les composes tel que definis ci-dessus, sont de nouveaux agents protectees cornbinant. 
des effets antioxydants et anti-calpaines et decrits dans la demande WO 0 1/32654. 

La presente invention a done pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, en pre- ou post-traitement par rapport a l'origine 
de la perte d'audition. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou trailer la perte d'audition suite a l'administration d'un autre medicament. 
De preference, l'autre medicament est un antibiotique tel que la gentamicine, un 
anticancereux tel que le cisplatine, un agent anti-inflammatoire non steioi'dien tel que les 
derives de 1'acide salicylique ou Tibuprofene, un diur6tique tel que la furosemide : un 
anti-ulcereux tel que la cimetidine ou 1'oraeprazole, un agent anticonvulsivant tel que la 
carbamazepine ou l'acide valproique. De maniere tres preferentielle, l'autre medicament 
est un antibiotique et plus particulierement la gentamicine. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a la presbyacousie. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 
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Les composes selon l'invention peuvent etre utilises seuls ou en association avec au 
moins une autre substance a activite pharmaceutique et de preference une substance 
susceptible de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes pathologies associees a la perte d'audition. 

Les composes peuvent etre ainsi associes a des anti-oxydants, des inhibiteurs de 
calpaines tels que la leupeptine ou Neurodur, des vasodilatateurs peripheriques lei que 
l'EGb761®, des agonistes ou antagonistes du recepteur NMD A, des inhibiteurs 
peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase tel que D-JNK-1. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation telle que definie ci-dessus, caracterisee 
en ce qu'il est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceutique, et de 
preference a une substance choisie parmi : des anti-oxydants, des. inhibiteurs de 
calpaines, des vasodilatateurs peripheriques, des agonistes ou antagonistes du recepteur 
NMD A, des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

Un compos6 de formule (I) et de preference le compose (1) tel que defini ci-dessus, pent 
etre administre a une dose comprise entre 50 a 500 pM en application locale. Dans le 
cas d'un traitement local intracochleaire, il peut etre administre a une dose comprise 
entre 50 et 200 pM. Dans le cas d'un traitement local extracochleane, i! peut etre 
administre a une dose comprise entre 200 et 500 pM. Les substances qui leur sont 
eventuellement associees, connues en pharmacologic, sont administrees aux doses 
habituellement conseill6es. 

Les composes tels que definis ci-dessus ainsi que les substances a activite 
pharmaceutique qui leur sont eventuellement associees, peuvent etre administres par les 
voies classiques d'administration telle que orale, intraperitoneale, sous-cutan^e ou 
intraveineuse. Elles peuvent etre administrees simultanement ou separement, par des 
voies d'administration identiques ou differentes. De preference, le compose (I) tel que 
defini ci-dessus est administre localement par les techniques communement utilisees 
dans le traitement de l'oreille interne telles que des microcatheters, des seringues pour 
injection transtympanique ou des tubes equipes de meche de type Silverstein 
Microwick . 

L'invention a egalement pour objet un produit comprenant le derive heterocyclique de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, sous forme de diastcjreoisomeres ou toutes 
combinaisons de ces formes, et au moins une substance a activite therapeutique, en tant 
que produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps pom- prevenir et/ou traiter la perte d'audition. De preference, l'invention a pour 
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objet un produit tel que defini ci-dessus, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition, 
soit suite a radministration d'un medicament, et plus particulierement un antibiotique, 
soit suite a la presbyacousie, soit suite a un traumatisme acoustique. 

L'invention a enfin pour objet, a titre de medicament, un produit tel que defini ci-dessus. 

Dans le cas de la perte d'audition suite k radministration d'un medicament, dernier est 
de preference un antibiotique, et de maniere preferentielle la gentamicine. 

Les substances a activite pharmaceutique qui lui sont eventuellement associees sont 
administrees par • les voies ^administration habituellement envisagees pour ces 
substances dans le domaine therapeutique considered 

Dans le cas de la perte d'audition due a un traumatisme acoustique, radministration d'un 
compose (I) tel que defini ci-dessus, peut etre effectuee quelques jours avant le 
traumatisme acoustique de preference 2 a 3 jours avant le traumatisme, et 24 heures 
apres le traumatisme. De preference, cette administration est effectuee dans les 
7 premieres hemes suivant le traumatisme. De preference egalement, cette 
administration peut etre effectuee dans les 2 heures qui suivent le traumatisme. 

L'invention a done pour objet l'utilisation decrite ci-dessus, caracterisee en ce que le 
compose (1), sous forme de diastereoisomeres ou toutes combinaisons de ces formes, est 
administre dans les 7 heures et de preference dans l'heure suivant le traumatisme. 

Les resultats montrant l'efficacite therapeutique du compose (1) sur la recuperation 
fonctionnelle apres traumatisme acoustique sont presentes dans la partie experimentale. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucun cas etre consideres comme une limite a la portee de l'invention. 

PARTIE EXPERIMENT ALE : 
Etude pharmacologique 

1) Ototoxicity induite apres un traitement a la gentamicine 

* Demonstration de Veffet protecteur du compost (1), administre en co-traitement, vis- 
a-vis de la perte des cellules ciliees induite par la gentamicine. 

II est prouve que la gentamicine et autres aminoglycosides provoquent un donimage des 
cellules ciliees et une perte d'audition chez l'etre humain. Les poissons Zebra montrent 



WO 2005/092345 



PCT/FR20O5/O0O713 



-8 - 

les organes sensoriels a la surface de leur corps, appeles neuromasts. Chez ces poissons, 
les cellules ciliees neuromasts peuvent etre marquees avec du DASPEI et ce marquage 
reflete le nombre de cellules cilices. Ces cellules cilices sont structurellement el 
fonctionnellement similaires aux cellules ciliees internes de 1'oreille humaine. 

Le dommage des cellules ciliees internes est induite chez des poissons Zebra par la 
gentamicine. Pour tester Teffet du compose (1) sur la protection des cellules ciliees 
endommagees par la gentamicine, le compose (1) a ete administre en co-lrailement avec 
la gentamicine. Les cellules ciliees internes sont ensuite marquees et quantifies. 

L'etude est faite sur des poissons ages de 5 jours incubes avec 1 \xg/m\ de gentamicine 
pendant 24 heures en presence ou en absence du compose (1). Des controles sont 
effectues en parallele ; vehicule seul (1 % DMSO ; controle positif). Les poissons traites 
par la gentamicine sont les controles negatifs. 

La coloration DASPEI (2,4-dimethyl-aminostyryl-N-ethyl pyridinium iodide) est 
effectuee pour visualiser les cellules ciliees in vivo (n=5 par groupe). L'analyse 
morphometrique est utilisee pour quantifier le signal de marquage des cellules ciliees. 
Le signal de coloration DASPEI des controles positifs a ete defini comme le 100 %. 

Les resultats sont presentes dans la Figure 1 (Pourcentage de cellules ciliees marquees 
par le DASPEI : controle positif (Zebra - 1 % DMSO) ; controle negati f (Zebra - 1 % 
DMSO - gentamicine 1 \xg/ml) et effet du produit (Zebra - 1 % DMSO • gentamicine - 

compose (1)). Experience effective sur 5 animaux par groupe). 

i 

Ces resultats montrent que : 

- le signal de coloration du controle negatif represente 31,5 ± 4,2% du signal 
controle, soit une perte de 68,5 ± 4,9 % des cellules ciliees suite au traitement par 
la gentamicine ; 

- le signal de coloration des animaux traites par la gentamicine et le compose (1) 
reprdsente 65,2 ± 4,4% du signal controle soit une protection hautement 
significative de 48,7 ± 2,63 % des cellules cilices endommagees par le traitement 
a la gentamicine. 

2) Perte d'audition apres un trauma acoustique 

II s'agit d'etudier chez le cochon d'inde, les effets protecteurs en pre- et post- traitement 
du compose (1), sur la protection des cellules ciliees de 1'oreille interne d'ime part et la 
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recuperation fonctionnelle auditive d'autre part, suite k une perte d'audition induite par 
un trauma acoustique. Le compose (1) a ete administre par voie locale "intra et extra 
cochleaire" de maniere a se rapprocher de son utilisation en clinique ehirurgicale 
humaine. 

La recuperation fonctionnelle obtenue grace a ce nouvel agent protecteur est quantifie a 
1'aide d'un test fonctionnel qui est la mesure de I'audiogramme des animaux. Cet 
audiogramme est realise grace a I'enregistrement de 1'activite du potentiel action 
composite du nerf auditif. Les audiogrammes sont enregistres avant et apres le 
traumatisme acoustique. Des analyses en microscopie electronique a balayage 
complement ces donnees fonctionnelles par une 6tude des pertes cellulaires le long de la 
spirale cochleaire ainsi que 1'effet protecteur du compose (1). 

Tomes les experiences sont realisees sur des cochons d'inde ; chaque experience est 
realisee selon un schema similaire. 

Le schema general d'une phase experimental est le suivant : 

- Les animaux sont anesthesies grace a une injection intramusculaire d'un melange de 
Rompun® k 2% (3 mg/kg) + Zolutil® (40 mg/kg). Cette anesthesie presente 
l'avantage de se dissiper rapidement et peut etre maintenue plusieurs heures grace a 
l'injection reguliere (toutes les 2 heures) du tiers de la dose initiale. 

- La mise en place des electrodes et de la mini pompe selon la Figure 2. 

L'approche de la cochlee est realisee par un abord dorsal. Apres avoir rase et nettoye le 
scalp, une incision de 2 cm est effectuee derriere le pavilion de I'oreille. La parotide el 
les plans musculaires recouvrant la bulle tympanique sont reclines. Une fois seche et 
nettoye, Tos est perce au niveau de sa paroi superieure sous l'^mergence du nerf facial. 
L'electrode active (fil de platine de 0,13 mm de diametre, gaine de Teflon) est ensuite 
introduite dans la bulle et mise au contact de la membrane de la feoetre ronde sous 
controle d'un microscope operatoire (WILD M650). Apres enregistrement des seuils 
audiometriques, un petit trou de 0,2 mm de diametre est fraise manuellement dans le 
tour basal de la rampe tympanique juste au dessous la fenetre ronde. 

Une pipette de verre (0,1 mm de diametre a la pointe), connectee a la micro pompe par 
un catheter, est inseree dans la cochlee a Paide d'un deuxieme micromanipulateur. La 
bulle tympanique, incluant l'electrode d'enregistrement et la pipette de perfijsion, est 
ref ermee avec de la r6sine dentaire. 
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La micro pompe est glissee sous la peau de 1'animal, les plans musculaires et cutanes 
sont badigeonnes de Betadine®, sutures avec du fil resorbable et rccouverts avec une 
solution antibiotique (Rifocine 5P100 <S> ). 

Une seconde incision d'environ 1,5 cm est ensuite effectuee sur le venex en vue de fixer 
un connecteur (connectral, ref. : 8/45-05.050.000) sur le crane de 1'animal. Apres avoir 
gratte le perioste de I'os, cette zone est soigneusement sechce, badigeonnee de nitrate 
d'argent puis recouverte d'un film de cyanolite. 

Les electrodes (active et de reference), sont glissSes sous la peau jusqu'au connecteur sur 
lequel elles sont soudees. Le connecteur est alors fixe sur le crane avec de la resine 
dentaire. 

Techniques de stimulations : 

Les stimulations sonores seront produites grace a deux synthetiseurs Hewlett-Packard 
(HP 3314 A et HP 8904 A) et delivrees en champ libre par I'inTenne^iaire' d'un haut 
parleur (JBL 075) plac6 a 10 cm de l'oreille. La calibration du systeme acoustique est 
realisee dans une oreille artificielle en utilisant un microphone de 1/2 pouce (type 4134 : 
Bruel et Kjaer) et un amplificateUr de mesure (type 2606) permettant de lire directement 
le niveau sonore en ddcibel SPL (dB SPL, reference : 2,Hf 5 Pa). Afin de visualiser les 
signaux acoustiques, la sortie de l'amplificateur. de mesure est connectee a un 
oscilloscope. Les animaux sont exposes a un son de 6 kHz, a 120 dB SPL durant 
30 minutes. 

Techniques d'enregistrement : 

Les potentiels cochleaires enregistres & partir de Electrode implantee &dn^ la coch!6e 
via le connecteur fixe sur la tete de 1'animal sont amplifies (gain 1000) et filtres (32 Hz- 
3200 Hz) a l'aide d'un preamplificateur et d ! un arnplificateur differentiel de type 
GRASS P 511 K. La trace directe est visualisee sur un oscilloscope (Tektronix 
type 513). Ce signal est moyenne (256 passages) pour reduire le bruit de fond, et stocke 
sur un ordinateur PC 486, 66 megahertz (Hewlett-Paclcard-Vectra 05/65). Le critSre de 
seuil est d£fini comme etant la valeur en dB SPL necessaire pour evoquer une reponse 
mesurable (> 2 juV). Deux electrodes placees au contact de la cochlee (fenetre ronde) 
permettent d'enregistrer les potentiels cochleaires et de r6aliser les audiogrammes pour 
chaque oreille. Les seuils audiometriques sont enregistres 20 minutes apres le 
traurnatisme sonore et quotidiennement durant un mois. 
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Implication de {'activation de la calpaine apres un trauma acoustiqne : 

Le clivage d'un substrat specifique de la calpaine, la fodrine, est quantifie pour 
determiner l'activation de l'enzyme calpaine aprds un trauma acoustique. La calpaine 
clive la fodrine de 240 KD pour former un produit de degradation de 150 KD. Un 
double marquage est realise avec un anticorps polyclonal specifique du fragment 
150KD et un anticorps anti calbindin permettant d'identifier les cellules ciliees. La 
fluorescence est visualis6e par un microscope a confocal. 

Mecanismes moUculaires de la mart des cellules ciliees apres un trauma acoustique : 

Pour determiner la nature de la mort celluiaire, la fragmentation du DMA des cellules de 
la cochlee est quantifiee par la methode TUNEL. 

Determination de Vintegrite des cellules ciliees apres un trauma acoustique : 

L'integrite des cellules de la cochlee est determinee par immunocytochimie en utilisant 
un anticorps anti-cytochrome C. Dans les cellules saines, le cytochrome C est localise* 
dans les mitochondries. Apr£s un trauma acoustique, le cytochrome C est diffus et 
distribue dans le cytoplasme. 

Phase 1 : Demonstration de I'effet protecteur du compose (1), stdministre en 

pre-traitement, vis a vis de la perte d' audition et la pcrtc celluiaire le 
long de la spirale cochleaire induite par le traumatisme 

Protocole - Phase 1 : pr6 administration du compose (1) 

Une mini pompe osmotique, placee sous la peau, delivre le compose (1). 

Dans la cochlee via un catheter (perfusion intra cochleaire), deux jours apres 
Timplantation de la mini pompe, les animaux subissent le traumatisme sonore. 

Cette experience est men6e sur 7 animaux puis 30 animaux pour la dose reponse. 

Le compos6 (1) est appliqu<S directement dans la cochlee (perfusion intra cochleaire) via 
une mini pompe osmotique (debit de 1 |iil/h, volume de 200 j^L duree de diffusion 
7 jours) irnplantee a demeure dans la cochlee 2 jours avant le traumatisme. Cette 
technique permet de determiner l'effet protecteur du compose (1), a la dose de 100 pM, 
vis-a-vis des pertes cellulaires le long de la spirale de la coclilee induite par le 
traumatisme ainsi que la recuperation fonctiormelle de l'audition. Puis un effet dose du 
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produit permet de determiner la dose efficace permettant de preserver 50% de 
raudition. 

RSsultats phase 1 

Le compose (1) a la concentration de 100 pM. 

Test fonctionnel mesure par audiogramme. Perte d'audition apres un trauma 
acoustique et protection par le compose 1. 

Cinq jours apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min : ia mesure des 
audiogrammes permettent de demontrer 1'efficacite du compose (1) ; ce produit permet 
de recuperer 100 % de l'audition (Figure 3) iorsqu'il est perfuse a 100 \iM, 2 jours avanl 
ce traumatisms 

Etude morphologiquc : Histologic des cellules le long de la spirale de la cochlee 
apres un trauma acoustique. Protection par le compose (1). 

A la fin de revaluation electrophysiologique (audiogramme) 9 30 jours apres le trauma 
acoustique, les cochlees des animaux sont prelevees, et pr<5par6es pour la microscopic 
electronique. 

Les pertes cellulaires sont d6terminees grace a un comptage des touffes ciliaires au 
microscope a balayage. Des donnees qualitatives sont recherchees en procedant a des 
observations forts grossissements de la surface des organes de Corti. 

Apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, les cellules ciliees internes sont 
detruites ainsi qu'une partie des trois rangees des cellules ciliees externes. L'histologie 
de ces cellules permet de demontrer 1'efficacite du compose (1). Ce produit permet de 
proteger 100% des cellules cilides internes et une grande partie des cellules ciliees 
externes Iorsqu'il est perfuse a 100 pM, 2 jours avant ce traumatisme (Figure 4: 
Donnees histologiques ; Photo A : trauma acoustique ; Photo B : compose (1) + trauma 
acoustique ; I = cellules ciliees internes ; O = cellules ciliees externes). 

Implication de l'activation de la calpaine apres un trauma acoustique. Inhibition 
par le compose 1. 

L'activation de 1'enzyme calpaine est determine par la quantification de la degradation 
d'un substrat specifique de l'enzyme, la fodrine, en un fragment de 150 KD. 
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Ce clivage de la fodrine n'est jamais detecte dans les cellules de la cochlee chez des 
temoins. 

Apres un trauma acoustique, le marquage immuno du fragment 150 KD, piovenant du 
clivage de la fodrine due a 1'activation de l'enzyme calpaine, est visible sur les cellules 
de la cochlee externes grace au marquage par 1'anticorps anti-FBDP ("Fodrine 
Breakdown products", fluorescence verte ; Figure 5 A : 48 heures apres le trauma 
acoustique). Cette activation de 1'activite de la calpaine apres un trauma acoustique est 
associee a une perte des cellules de la cochlee visualisee par ['absence de marquage par 
I'anticorps anti-calbindin qui permet d'identifier les cellules ciliees intactes. 

L'application locale de 100 uM du compose (1) inhibiteur de 1'activation de la calpaine 
et antioxydant, previent le clivage de la fodrine par l'enzyme calpaine dans les cellules 
de la cochlee exposees a un trauma acoustique. Cette absence de marquage fluorescent 
vert, done de la non degradation du substrat specifique de la calpaine est associe a une 
protection des cellules de la cochlee (marquage par anticorps anti-calbindin ; 
Figure 5 B). 

Mecanismes moleculaires de la mort des cellules ciliees apres un trauma 
acoustique. Protection par le compost 1. 

Pour determiner la nature de la mort des cellules de la cochlee induite apres un trauma 
acoustique, la fragmentation du DNA (quantifiee par la methode TUN EL) est effectuee 
sur des animaux ayant subi un trauma acoustique. L'effet du compose (1) est teste sur ce 
parametre pour determiner son implication sur ce mecanisme de mort cellulaire via 
I'apoptose. 

Aucune cellule ''TUNEL positif ' n'est observee dans les cochlees obtenues a pailir des 
animaux controles non exposes au bruit. 

Les cochlees exposees a un trauma acoustique ont des noyaux cellulaires TUNEL 
positifs dans la region de l'organe de Corti (Figure 6 A : 48 heures apres le trauma 
acoustique). Les noyaux marques sont localises dans la region superieure de l'organe de 
Corti. II est done vraisemblable que ces noyaux marques appartierment aux cellules 
ciliees plutot qu'aux cellules de support. De nombreux noyaux marques sont visibles des 
une heure apres le trauma acoustique et ce marquage est encore visible 4 jours apres le 
trauma acoustique. La mort cellulaire des cellules ciliees suite a un trauma acoustique 
est done obtenue via un mecanisrne apoptotique associe a une fragmentation du DNA. 
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Uapplication locale de 100 pM du compose (1), inhibiteur de l'activation de la calpaine 
et antioxydant, previent le marquage des noyaux des cellules ciliees (methode TUNEL, 
Figure 6B : compost (1) - 48 heures apres le trauma acoustique). Le compose (1) 
supprime la mort cellulaire par apoptose induite par un trauma acoustique. 

Pcrtc dc I'intSgrite des cellules ciliees apres uu trauma acoustique. Protection par 
le compose (1). 

Pour determiner la perte d'integrite des cellules ciliees apres uii trauma acoustique, la 
diffusion du cytochrome C rnesurSe via ('utilisation d'un anticorps anti cytochrome C est 
eifectuee sur des animaux ayant subi un trauma acoustique. 

Le compose (1) est teste sur la liberation du cytochrome C, du compartiment 
mitochondrial vers le compartiment cytoplasmique, pour determiner son effet sur la 
perte d'integritd des cellules ciliees apres un trauma acoustique. 

Dans les cochlees obtenues a partir des animaux controles non exposes au bruit, le 
cytochrome C est localise dans les mitochondries. 

Les cochlees expo sees a un trauma acoustique montrent un marquage du cytochrome C 
diffus et distribue dans le cytoplasme (Figure 7 A). 

Uapplication locale de 100 pM du compose (1), inhibiteur de l'activation de la calpaine 
et antioxydant, previent la dispersion du cytochrome C des mitochondries vers le 
cytoplasme des cellules ciliees exposees au trauma acoustique et done maintient 
rintegrite des cellules (Figure 7 B). 

Courbe dose-reponse du compose (1). 

L'effet protecteur du compose (1) a ete evalue en faisant varier la dose afin de delink 
une dose efficace permettant de r6cuperer 50% de 1'audition perdue (DE 50 ). Huit 
groupes de 5 animaux dont ceux recevant de la perilymphe artificielle seule, et ceux 
recevant 1, 3, 10, 33, 100 jliM du compose (1), soit 30 animaux sont utilises. 

Cinq jours apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, la mesure des 
audiogrammes permet de determiner la dose efficace du compose (1) (DE 50 : = 3,61 |.lM.) 
permettant de recuperer 50 % de Taudition perdue apres le traumatisme (Figure S). 
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Phase 2 : Demonstration de 1'effet protecteur du compose (1), administre par 
perfusion extra cochleaire en post traitement, vis a vis de !a perte 
cellulaire le long de la spirale cochleaire et de la perte d'audition. 
Determination du temps auquel apres un traumatisme, le compose (1) 
permet de recuperer 50 % de I'audition. 

Post administration du compost (\) : 

Des etudes preliminaires ont montre que la cochleostomie effectuee apres ('exposition 
aggravait les effets traumatiques du son. Ce faisant, les animaux implantes apres le 
traumatisme recuperaient moins bien que les animaux non-implantcs. Pour eliminer le 
traumatisme lid a la cochleostomie, nous avons mis au point une methode non 
traumatique en appliquant le compose directement sur la fenetre ronde (extracochleaire). 

Une mini pompe osmotique, est implantee sous la peau et delivre le compose (1) dans la 
cochlee via un catheter (perfusion extra cochleaire), 30 minutes ou 1, 3, 6, 12, ou . 
24 heures apres le traumatisme sonore subi par les animaux. 

Cette experience est men£e sur 30 animaux. 

Le compose (1) est applique" 48 heures avant ou 1, 3, 6, 12, ou 24 heures apres le 
traumatisme dans l'oreille moyenne (perfusion extra cochleaire) via une mini pompe 
osmotique (debit de 1 ui/h, volume de 200 ul, duree de diffusion 7 jours). Cette mini 
pompe est implantee a demeure dans l'oreille moyenne et diffuse le produit directement 
sur la fenetre ronde. 

Ces experiences permettent de determiner la fenetre therapeutique du compose (1) (FT), 
c'est-a-dire le temps maximum auquel le compose (1) peut etre donne apres un 
traumatisme tout en montrant un effet protecteur. Le temps efficace permettant de 
recuperer 50% de I'audition perdue apres le traumatisme (TE 5 o) est egalement 
determine. Cette technique permet egalement de determiner un mois apres le trauma 
acoustique, l'effet protecteur du compose (1), a la dose de 300 uM, vis-a-vis des pertes 
cellulaires le long de la spirale de la cochlee induite par le traumatisme. 



Resujtats phase 2 

Compose (1) a la concentration de 300 uM. 
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Test fonctionnel : audiogramme. 

Une heure apres le traumatisme, le compose (1) preserve 90 % de L'audition. Le temps 
auquel I'on peut doniier le composd (1) aprds le traumatisme tout en prcservant 50 % de 
l'audition est determine comrae entre 6 a 7 hemes. La fenetre therapeutique du 
compose (1) est de 24 hemes apres un traumatisme acoustique del 20 db d'une duree de 
30 minutes. Cest-a-dire que le compose (1) dans de ce modele est actif dans les 
premieres 24 heures apres le trauma acoustique (cf. Figure 9 : Audiogrammes effectues 
10 jours apres un trauma sonore). 

Etude raorpbologique : histologic des cellules le long dc la spirale de la cochlce 
un mois apres le traumatisme acoustique. 

La perfusion extra cochleaire de 300 ^iM de compose (1) d<§marree six heures apres le 
trauma acoustique protege encore une grande partie des cellules ciliees un mois apres le 
trauma acoustique. En effet seulement 32 % des cellules ciliees internes et 18 % des 
cellules ciliees externes sont absentes dans la zone lesee par le trauma acoustique 
compare au cote contra lateral expose au bruit mais non traite par le compose (1) ou 
86 % des cellules cilides internes et 62 % des cellules ciliees externes sont absentes dans 
la zone lesee par le trauma acoustique. 
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REVINDICATIONS 



1. Utilisation d'un derive heterocyclique repondant a la formule 




a) 

sous forme de diastereoisorneres ou toutes combinaisons de ces formes, 

dans laquelle R represente 1'atome d'hydrogene, un radical (Ci-C 6 )alkyle, arylalkyle, ou 
-C(0)R' dans lequel R' represente un radical heterocycloalkyle, (C r Cr>)alkyle, aryie on 
aralkyle ; 

les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyle etant eventuellement substitues par 
un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi : (CrC 6 )a!ky!e ; 
hydroxy, (C r C6)alkoxy, nitro, cyano, halogene ou -NR)R 2 ; 

Rj et R 2 representent, independamment, un atome d'hydrogene ou un radical 
(Ci-C 6 )alkyle, ou bien Rj et R 2 forment ensemble avec 1'atome d'azote auquel ils 
sont rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 

pour la preparation d'un medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que R represente -C(0)R. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que R represente un radical 
alkyle. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce R represents -C(0)-CH 3 . 

5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que R represente l'hydrogene. 

6. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) a pour formule 
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7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le compose (I) a pour 
forraule 




Gai) 

8. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le compose (I) a pour 
formule 




(IA2) 

9. Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le compose (1) 
a pour formule 




Ob) 

10. Utilisation selon la revendication 8, caractensde en ce que le compose (I) a pour 
formule 
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Obi) 

11. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que le compose (I) a pour 
formule 




12. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
derive (I) est administre en pre-traitement. 

13. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le derive (I) 
est administre en post-traitement. 

14. Utilisation selon l'une des revendications precedentes, pour la preparation d'un 
medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a ! 'ad mini strati on 
d'un medicament. 

15. Utilisation selon la revendication 14, suite a l'administration d'un autre medicament 
choisi parmi les antibiotiques, les anticancereux, les agents anti-inflammatoires non 
steroidiens, les diuretiques, les anti-ulcereux, les agents anticonvulsivants. 

16. Utilisation selon la revendication 15, suite k l'administration d'un antibiotique. 

17. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que I'antibiotique est la 
gentamicine. 

18. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 13, pour la preparation d'un 
medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a la presbyacousie. 



* 
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19. Utilisation selon i'une des revendications 1 a 13, pour la preparation d'un 
medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme 
acoustique. 

20. Utilisation selon la revendication 19, caracterisee en ce que le compose (1) est 
administre dans les 7 heures et de preference dans 1'heure suivant !e traumatisme 
acoustique. 

21. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceulique. 

22. Utilisation selon I'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compost (1) est assocte a au moins une autre substance a activite pharrnaceutique 
susceptible de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes pathologies associ6es & la perte d'audition. 

23. Utilisation selon I'une des revendications 21 a 22, caracterisee cn ce que I'autre 
substance a activite pharrnaceutique est choisie parmi : des anti-oxydants, des 
inhibiteurs de calpaines, des vasodilatateurs peripheriques, des agonistes ou antagonistes 
du recepteur NMDA et des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

24. Produit comprenant un derive h6t6rocyclique de formule (I) telle que definie a I'une 
des revendications 1 a 11, et au moins une substance a activity therapeutique, en tant 
que produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

25. Produit selon la revendication 24, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a radministration d'un medicament. 

26. Produit selon la revendication 25, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a l'administration d'un antibiotique, et de preference la gentamicine. 

27. Produit selon la revendication 24, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a la presbyacousie. 

28. Produit selon la revendication 24, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a un traumatisme acoustique. 

29. A titre de medicament, un produit tel que defini a I'une des revendications 24 a 28. 
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Fig 3 



Compost (1) 100 pM 
Contralaterale 




Fig 5 A 



Trauma 48 h 




Fig 5 B 
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Fig 7 A 
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